p6t/de 0 0 / 0 1 4 b 4 

BUNDESPilPUBLIK DEUTS#ILAND 

in/nnQ??& 



PRIORITY DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTEDTN 

COMPLIANCE WITH . . 
■ RULE 17.i(a)OR(b) 





A916-» pat 





einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 1992^811.1 ^ ^ 

Anmeldetag: ^ • 20. Mai 1999 

Anmelder/lnhaber: Robert Koch-lnstitut, 

Berlin/PE . ; ^ 

, Bezeichnung: . . , Verfahren zur Diagnose TSE-induzierter Veran- 

derungen in Geweben mittels Infrarptspektroskopie 

IPC: . c G 01. N 21/35 :\ 



Die angehefteten Stucke sihd eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
spruhglichen Unterlageh dieser Anme^^^ 



Munchen, den 29. Juni 2000 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 
Im Auftrag 





f1o/8 



EDV-L 



WABLAT. LANG EMjpVRTHAlJS 

■ ^ v\:'.... AN WALTS S.SBR\T * f 




Robert Koch-Institut^ 

Herm PD Dr. DiQter Naumarin- 

Nordufer.'20 - 

13353>Berlin, 



Pr- j|Bblfgang Wabiat 
yr.-^^Pjur. DipL-Chem. . 

Patv^iPjir/ait : 

ituropean Patent Attorney 
Cjroptcin Trademark Attorney 
Geert Hauck 

Patentanwalt 
■ European Trademark Atlorney 

Volker Specht 

Dipl.-lng. . . 
PalpntanwaK- « 
European Patent Allorney 



■ Pdtsdamer Chaussee 48' 

■;P.14129 Berlin- 
Telefon (0 30) 804 894-0 
Telefax (0 30) 804 022 06 ; 
■ 804 022 08 ■ 

eMail; wablat@t-online.de 









3n( 9d€ino«ri worden 



Dr. jur. Otto Lange 

.';.:fv^f?echtsanwalt ■ 

Peter Karthaus 

. .-iRechlsan wall: unci Nntar 

Dr.-jur. Dieter v. Paczynski 

■ r:,Rechtsanwalh 

-'"■^'•"•^'^Rko-isreo 



L.:,iiS0nplat2 ) • •• . 
^ --r^'aSWiPsbadcn 
>fo'iefonv.{06.ir) 3 9165/66 
^ loi IX {0611) 3090 05 

•::Tuyelassen in Wiesbaden 



»rlin-. 



19.05.1999 Re 




Yerfahren zur- Diagnose TSE-induzierter Veranderungen in Geweben 

'.mittels Infrarotspektroskopie 



■ Beschreibung 



JBelagexemi 

fOarr rvcnt geanodn werdenj 



Ver f ahreri -^^^^^ . TSE - induz iert er Veranderungen in 

Gewebe.n mitt^ls : Inf ra^ 



Die Erfindung^ betrif ft; ein- Verfah^^ fiir "die^ schnell^^ 
Ident i f iz ierung. von - durch t ransmiss ible spongi forme • Enze - 
phaippathien' ; (TSE) ind^ pathologische Veranderungen 

: in' tierischen. Oder men Geweben. mit ,Inf rarotspek- 

troskopie ( IR-Spektroskopi ■"• 

Trarismissible .Sppngif orme Enzepha:iopat sind xibertrag^ ' 

bare . neurodegeherat ive: Erkrankunge^n^ Zentralnervensy- 
■ stems (ZNS) . mit. todliehem ;yerlauf die viele. Saugetierey* 
sowie.: auch ■ deh Menschen betref ^eri konnen ! Hierbei gilt 
TSE/als ..ein.vUberbegrif f /. unt idem die- bei verschiedenen 
Spezies auf tretehden -Krankh f ormen zusammengef aSt wer- 
.den . Neben der der .ursprung- : / - 

i.icH' bei ' ;ScKaf aiuf getretehen, 
se .ubertragbaren:. Formv sind bis] 
Sauget i^reri bekahnt : ' Dier bovine 



thie .(BSE) beim/ .R^^ '^i-!^- chr(3i^ische Auszehrung (CWD) bei ' 
bestimmteri amerikari die ubertragbare ; 

Enzephalopathie/(TM^^ .bei Nerzen, ' die feline spdhgiforme^ 
Enzephalopathie^^: ( bei . Katzen and eine 'sppngiforme En- 

zephalopathie; bei Ant ilopen . Beim ;Menspheh unterscheidet': 
man yier TSE: Die Creutzf eldt- Jacob-Krankheit (CJD) , das 



Gers tmann-. Straus si er-Sche inker - 
liare fataie Insomnie (FFI) iind 

Definitiv laSt sich eine'TSE a) 
Nachweis charakterist ischer spongif ormer 



(schwammartiger ) , ..mit einer Gli 
derungen im Hirngewebe, b) dure 



Nachweis -yon; Ablagerungen des. pathologischen Prionpro- 



aber auf • Hamster - und Mau-. 
lang funf weitere TSE in 
spongi forme Enze'phalopa- 



Syndrom (GSS) , die.fami- 
Kuru . 

durch den histblogischen 



ose einhergehender Veran- 
h den immunologischen 
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. : teins (PrP) .mittels;west^i-n.filot-Tech^ 
; . jechni^c und Tmmunphistocherni^;: elektronenmi- 
,.. ;kroskopischen,Nacf:weis Scr^ 

Agens .ittels -Ubertragun^ ; 

v.vund/oder;:Serum ;;[,^Pr6^^ (I997y " 

: J::- H^-L 8.74 v^zerr ^t..al-^,- (^^^^ ATeurbl-^^^^ 
43: .32-40 0 , Protein ; . (otto^ et ' al ^ . ; U^^^T)^ ■ 

58^ ;; ^ otto et -al . ( 13 ?8 ) : J ' ..i^^^^ j -. und 

^:-^eurpnspezifische;,Enplase 

, .1 6 f^9;^ 16 1 C) ), ,er lauben. ber^ ;^^erisoll , uhd,m^ ledig^ - ■ 

; Verdachtsdiagnose .:,qAeiGhe^i.g 

.P^i t.^rnenacJi^i5i^ ;, ^ . ■,- . - ;• ^ ; . • ; ■ /. ; . - ■• .; • 

:5Pciers..=dt^5,Gl^^»d?r^^ ^it^:'Gev,|;Sheit*:cjia^ri6st iziereri ' : ' • ■ 

■ bUDie^ErKenriuhg/von 
: und .Qew^ben sbwi^ :iheda 

. .licheij- xind • tierisGheri-yCJrspr^ : • ., - ^ ■ .^-v:;' , i' . ' 

'rcY Dif /^Erkennung mensfehii^^ 

-gan-. , und Gewebe^pender'^ • ^ /'V • • ■ ' C * ' " * • ■ ' 

, dr Die .Erkennung TSE- ihEizier^tfe:r^ y.iz .iB^ji Rinder ■ ■ 

yund Schafe) im Praklinischen oder klinisciien '^Stac^^^^ •; 

Schla-chthpf bzw; im-^.^^^ , . . \ ' . •. ' . ■ •. • . . 

.pie::Diagnp^tik^von/:TSE?-Er^^^ 
nvegen .dervpbte^ntieil;en ;Ubet^ 

von, Fleisch ^e^^^ von_. groSem Interesse Sp- be^- ' 

■•ste|it/._z;.B.- der, Ve:rdacht^ vPri BSE- ' v " • I'. . 
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yerseuchterri Rindf lei.sch- eine neue- Vairiante von CJD beim 
Menschen (nyCJD) ' verursachen kann .. Im Sinne des Verbrau- 
cherschutzes und-*der. Eindammung der Ausbreitung der Epi- 
demie fuhreh. dahe Zeit einige Staaten behordliche . 

.Uberwachungen . des^ . I^^^ vori Rihderpopura-'* 

tioneri mit BSE, eiri. In diesem Zusammenhang werden auf ! 
'.Schlachthpf en xoutinema^ kontrpllen . geschlachteter 
rRinder^ angresfcr^^ denen -die w.eite-re ...yerwertbarkei 

des- Schlachtgubes "abha^^ . - / 

Zur Zeit bef inden sich versch'iedene Testsysteme in der • 
.Entwicklung> 'urn ein/.sensit ives und schnelles Screening 
grolSer Prbbenz'ahlen, a patholdgisches Prionproteih und 
■ somit .ieirie^^ TSE-piagnost ik im grpStechriischeh MaSstab' .z^ 
:erm6gl-ichen Dazu ^zahlen u.. ^ ., "ei'n Kapillarelektrophorese- 
'Immunoassay mit 'f luoreszenzmarkierten Peptiden. "(Schmerr \& 
Jeriny . ( 1 9 9S : £1 ec trb i'9 4 0 9-4 1 9 ) _und eiin Delfia 

genanntes; immunplpgisohes 'De.tektidrissystem- mit f lupres- 
zierenden : Lanthanidchelaten . (S.af a^r al . ( 1998 ); Na ture ' 
MeHi 6ind. A ''i 157 .-1 1-65-) ; /; ' ■ ■.■ ; . ' /•"•".v';-' 

B i she r • Is t; liur e in * diagnos t i sch'e's" • Ve r f aiireri zur'-; I den t i f i - 
zieirung. •yon -TSE-inf iz'ierten in groStechnischem 

MaSstab ..verf ugbar^..^^ ist auf die ;Anwendung im 

Schlachthof ■ blegren^ und eriaubt die Feststellung einer 
BSE im. Ririd'.-hach Angaben 'deis Entw^^^^^ zu einem . 

halben .Jahr vpr. dem-^ Aiif treten klinischer "Sympome 
( Ihf ormat ion des Herstellers'im Internet : 
http : //wwwyprionics:;ch) . * ^, • . 

Be i^ diesem" von' der Schweizer ..Firma Prionics] AG 'ehtwickel- 
ten Verfahren wird die Gewebeproioe aus der Medulla oblon- 
gata " geschlachteter Kinder homogenisiert und mit dem En- 
zym Proteinase: K behandelt . Das ggf-. nach der Behandlung 
verbleibende pathologische Prionprptein wird mit dem 
monoklonalen Antikorper 6H4 (hergestellt von der -Firma 
Prionics). markiert und anschlieSend im Western-Blot ange- 
f arbt . .Vom Zeitpunkt . der .Gewinnung der Probe "bis zum Er- 
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. halt.^eines eridgliltigen ;Ergebnlsses^vergelien die^em 
, • Verf ^reft .nac^, Angaben des Her^teli^rs. bis ^^u:l2 Stunderi; 

^,■:per:Erfi^dung^liegt:^un::die 
-v: kean .3^as^^:iMdan^^ 



,Au£gaba^de^,:Erefi.ndung^.-d^^t^^ 
.fahrens; ?ur^ Diagnpse 'v^^^ 
Yeranderungen:;in:Geweben. 
, Sc^apre, BSE: Oder durch :eine/^ 



.;Erf-i.ndvii1tfg^.m^e^ . 
;-yeramie^te-G^Webepi?3bete^^a^^ . • 

, (b).; die ; so erhartenen - inf rar^^ 

renzdatenbank,. we^ch^ /Inf rarotspe]c tr eh/ vdh' TSE. : ' ; ' ; ' 

. in:fi;2:i^irtexv Gew^faeni'und Gev^ehei^k^":^:-^ 

.yf'^^^^c^^^ und^Oii-a^slfi-zi^rtrW 
: Ausgescaltun^en: der Erfindun 

--chen'.beschrieberi;.; "- ■ ' '■ .■ 

; Das,,der .Erfiridung zugrunde liegende ' Vetf^reri'-l^i:^ 
vsentai^h: auf il^essurigen..der -^.^^^^ 

■~9i.3m.x^^m<ie^^me^eh&s .iv-Bekahnt-rist-berei^sv^durch. eine ^ 
^ R^e' ^bn-^Bublf kattfbneri«^ ;^M^S-k^ank- : 

^f^lf^^^^^^^iS^^^'^ y^^^?^<^e^Mngen -sich . im -inf rarotspektrum ■ ' 
der'Gewebe---widei:spiecfWlri-;k6niien:;^ Patent 5 ;a6 8 i;62 -.^ . ' 
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. (Wong & Rigas; US Patent 5 , 03 8 , 03 9 ; Wong, Rigas; Lasch & 
Naumann . (19 98) Cell. Mol . Sibl . -44 : ' 189-202 ; Lasch et al. 
(1998) Proc. 3257; 187-198; Choo et ; al . (1996). Bio-.. 

phys. J: 71 :. 1672-1679) ; Uber Inf rarotspektroskbpie an ' 
TSE-Gewebeproben liegen allerdirigs bislang keine "publi- 
zierten Daten- vor, • • \ • 

pie experimentellen Daten, die..der vorliegenden/Patentbe- 
schreiburig' zugrunde;^^ ri'e'geh , ■ ' wurden; anhand^ von-ENS- Proben- 
Scrapie - inf izierter Hamster als Modellsystem . entwickelt . ' 
Es wurde.im Hamstermodell f estgesfcellt daS nach Infekti^ 
on 'der. Tiere mit : Scrapie charakteristische. Ahde:rungen im 
Inf rarotspektrum von . Gewebeprobeh d ZNS auf treteh . Die- 
se: Anderungen . kbnntexi- nach .dem -erf indungsgemaSen , Ver 
ren durch Vergleich mit entsprechenden Proben- vph nicht- * 
inf izierten, also gesuriden Tiereri- identif iziert .werden.^ ^ 
Das Verfahren i'st prihzipiell fur/die piagnd^ je.der der 
Krankheitsbilder. des TSE-Forrnenkrei'ses' anwendba^ 

Verf ahrehsgemaS ist fur die TSE-Diagriostik. mittels inf r^^ 
.rotspektroskopie -^ein Vergleich von Spektren des zu unter- 
* suchenderi Ge'webematerials mit. entsprechenden : Spektren' voh 
Geweben bekahnten Urspriangs im Sinrie .eines' Ref ererizyerr . 
fahr^n^ notwendig. Die pralctxsche Durchfuhrung. des Ver- • 
f ahrens erf ordert vdaher .das Vorliegen einer validierten 
R^f erenzdatenbank von IR-Spektren, die von gesunden bzw. 
pathologischen Gewebeproben erhalten wurdeh.* Die Erstel- 
lung der Ref erenzdatenbank ist fur eine standardisierte; 
Diagnostik nur einmal erforderlich. . ' 

Der Abgleich von Spektren uribekannter Proben mit der Re- 
f erenzdatenbank erfolgt- dann vorzugsweise" mittels Techni- 
ken der computergestiit zten Mustererkennungsverf ahren, wie 
z.B. multivariate Statistik, kiinstliche neuronale Netze, 
genetische Algorithmen 'etc . . 

Zum Erfassen der Spektren wird . auf die Proben Infrarot- 
licht gelenkt und die spektralen Charakterist ika der aus- 
tretenden Strahlungv d.h. nach Wechselwirkung. des Lichts 
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• mit fem;Gewebe::r^^ i^^. Einsatz 

, mikr^ospeictrtSnetr;ischein Techniken, ; wenn 'eine ' Minimierung ' 

■ der erforderlicheii.Probenmengen^, wird. :Beim ' V 

■ V Einsat 2 . eiries', ;irvf irarottniJcroskops • kormen dariiber .hinaus an 

. Enddikop;: d^bar^^ Dia^nc^s t|^'' Vbn^' T?S^ S " ' 

inf iziertert : Organismus ermSglic^^ ■ . 

:ririsg^samt4;^rj^ 

; -i^u^-d^e^er^^^&^d^ inn^rhalb 
,;:jy;^iHger^^-a^s?elh^^ ..Dattvi t ^ xst. 

:es<x:sowobl^.::d^m»:imm ; • 

;,ui5d:,^iit:hvderi^ 

■ /rpuiin 

• etwa -zur VFi^^ 
---he^?i;-prakfr4?^ 

;:piagripse ■ steli^ -(Skonpmischeri. Vorteil gegendber : be- ! 

•]caniit;en;.,Verfa?^^ 

'und -daifnit:^ di^- Xuhlurig- mini-: ■ 

> mi ert ; werden : Zus^C z 1 i ch; wird - e ihe gr oSere . Ff i s che des ; ; 
; f'-'-^i"®^^^ >2uin. Zeitpu^ ef ziei t, - ; 

■ Verf ahreh laSt sich . sehr gut in' einen RoutineprozeB ' 
;';i;nt;egrieren /. ■da.- 5p:ektrenaUf na^^ -Spekt renverarbei tung 
urid:?die;..K]?assimzi'e^ computergesteuert /er- ' 

. f o.ig^nvun^^^^^^^ iassen.^ Ein . 

geringer Perspnallpedkrf b infolge. desseh lediglich 

fur .die --^n- sich eirtf aChe Proben'vprberei'tung, ' die im. Ge- ' 
,gensatz.. zu anderea Verf ahrenVkeine auf wem^ Prqbenvor.- •; 
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behandlung (z...B . JAnreicherung des Prionprdteins mittels 
PK-Verdau) kein' Nachweisage ( z . B . Immunolabel ) und 
• keine Anfarbung der Gewebedunnschnitte (z .B. mittels Im- 
munohi s tocltemie ')• :*-'(srf order t. . ^ ^ . ' , 

Das erf induhgs'gemaSe.-^^ V kahn ohne Einbeziehurig 

hochspeziaiisiert^^ (etwa von Histologen) 

durchgef uhrt we.rderi die Klassifizierung' der IR-' 

^ Spektreh- "durch'j a^^^^ , . f iir . die ' Zwecke der TSE f 

Diagnostik. optimierte Verf ahren der computergestiit zten 
, MustererK^nnung^^,^ Die Bewertung der . Spektren an- 

/'harid strehg * nfiathenia^t^^ Kriterien .fuhrt gleichzeit ig 

;'?u - einef hp'h'en .-'Srch^^ die ohne. subjek-. 

; tiyes Erf ah^^ auskbmmt. . und spmit unvermeidbare , 

menschliche Fehleinschat zungen Umgeht . . / • 

Aufgrund de^ gering^^ und praktisch kei-.; ; 

ner laufendeh Matfer das erf indungsgemaSe . 

Verf ahi:en.''ein; wirtscha5tlic^^ Konzept dar . " 

Der; Vorzug- *des erf indungsgemaSen Verfahrens iri. seiner, be - • 
.sonderen- IR-.mi zur prtsauf gelo- " 

steri. >AnaLlyse\ V liegt in der "Kbmbi-. 

.nation, spezif ischer / ' spektral auf gelpster Strukturinf 6r- 
matidn.uhd cie^^ -die hieraus erzieit 

wird. So Jcann mittels; der erireichbaren ^-.O^ ei^: 
nes IR-Mikrps.kopes die' Beteiiigung einzelner Neurpnen. am.: 
Krankheitsverlauf -erfaS^ und untersucht werden. Die sehr: 
hohe diagriostiscfie . Empf indlichke'it resultiert aus der 
Tatsache , daS prakt'isch' keine /Mittielurig von\Merkmalen . ■ 
kranker und gesuhder Zelien erfdlgt., Wie es bei anderen, * 
hicht-ortsaufgelost'en- Methoden zwahgslaufig der Fall ist. . 
Diese besondere Ausfuhrungsform des Verfahrens erfordert 
derweil. noch relativ viel Zeit- fur die Datenakquisitidn, 
welche in Abhangigkeit -der GroSe des untersuchten Gewebe- 
arials und'der Ortsauflosung 1 bis 6 Stunden dauert, und 
eignet s.ich daher weniger fur rout inemaSige Kontrollen. ' 
S.ie. durfte j edoch eine breite . Anwendung in der wissen- 
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, s=haf Clich klinischen Erforsohung -der bisi.no! 
, denen BathogertesemachanismehVvon fLL .^^"^^ 

. schiedenen Herst^^i r^^r, ' ' , ;• ' :?e;it.. von, yer- 



:.:\Das^Ve^fah„n-ist;;p^ 

. ..griffs ■'Wsns^sSiMes.g^g^^^^^^^j^j^ y 

;V^^dauu„gs.yete««, . des, endo^rinei^Tsyste^.,; d^s^awfavaj- : 
,;k.lar^n systems uHd.d^s -respire 

;vBevp*zugte:E^tna.,..a«e..i^ 

,^d^da.^p,r.ph..e;Narv.„.^3t..-„„bai:4^.b^ 

da. ;Hirn.: vprtaiihia:: si,,d . ' ' 

jsondarenr, Aus£ahrungsform,:das ya^^^ ; ■ ■ 

J.B. ^in handalsubiichah -IR-K^^^^^ plaziertV' >? ^ ^ 
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Alternativ wird ein Homogenisat . des Gewebematerials - in ' 
H2O hergestellt und ' Aliguote in ' IR-Kuvetten . gebracht:. . In 
•Abwandlung warden Aliquote dieser Suspension als transpa 
; .rente Filme auf . IR-durchlassigen' Probenhaltern fa 
:kent,;wbbei reduzierte Drucke . sich. als vorteilh^ ' 

• Sinne einer Beschleunigung des Antrocknungsvorganges er.- 
;:wiesen haben (Helm e al. {1991) J. Gen! .Microbibir 

Fiir die spezielle Durchfiihrung des Verfahrens' in einer 
:* infrarotmikrdskopischeh MelSanordnung ziir Erf assung orts-- 
;• spezi-f ischer Inf prmat ionen werden Krydunnschhit te , z . B . 
sagittaie :schnitt Hirne ; angef ert igt . Diese 

werden plan .auf IR-trarisparente Objekttrag^^^^^^^ 

• Da^ Verf^hren erford-er^t keine weitere^F .des bunn- 
schnittes und die '.Pfoben ^werden" 'bis- ziir Mes^ung /in trok-. 

',kener Umgebung bei Raumtemperatu^^^ • 

In einer.;weiteren Ausf uhruh^sf orm der Erf indung, bei . der 
■Ihf rarotliGhti^iter. e laSt.'sich" das. Ver-- 

fahreh •prinzipiell auch- am lebenden Organi anwenden/ .- 

indem der Lichtleiter .mi^ das Gewebe Veirlge- 

fuhrt lind dor.t: -.dasV.In'f ra^^^^ .wirdv ; " 

Die Realisierung dieser-. Au^'f uhrungsf orm ist ; zur" Zelt 'noch" 
an die Weiterentwicklung- der Inf raro.t licht - / 
leitertechnolbgie gebunden, da die derzeit' verfiigbareri' 
Lichtleiter noch zu geringe spektrale Emp^indlichkeiten 
aufweisen und ziidem noch zu unf lexibel und zu grdfi sind. 

Als Material, fiir Kuvetten bzw/. Probentrager der bben be- 
schriebenen Praparat ionsvarianten . konnen prinzipiell Vile 
in der IR-Spektroskopie ublicherweise verwehdeten wasser- 
unloslichen optischen Materialien eingesetzt warden/ wo- 
bei; sich CaF2 und BaFj besonders bewahrt haben . . 

Die fiir .die Aufnahme der IR-Spektren benotigten Substanz- 
mengen und ihre flachenmaSige Ausdehnung- konnen sehr 
klein gehal ten- werden . Je nach vorgegebenen Bedingungen 
{ z . B , Spektroskopieten mit oder ohne Strahlf okussierung . 
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^'^'^y^F^^^'^^y^^nes IR-Mikroskops) ■ konnen Substanz^m^^ 
•; gen,;,!^^ werdeni. . Die 

• P^f^l^'^^s-^er^eif 4^ Yariieren^ 

^ . . 9renz^- Mk^xi^^ 2e 1 - : 

y -i:enixii;^^:^ '■■ ■■ ' . ■ ■ : : 

C^te^^'v^r^en ;Pi^ Spektren erf olgt^ hiexbei 

meter, welches : ge"ger^^^ arbeiteriden, ' dis- 

, weis t ;. von: denen- ^^hifel^ ^ nur' die' Schhel 1 i^gkei t^ 'der J^Dat eri^vjf - 
V;n^hme:;-unca. die^ genanht werden >ol- • 

lenv,--pi^;ye 

.;.Spf ktromeiter s.^;i:S G iclT^iai&h^mq^l;rGh f liiir t j'e- - 

"^d»eh:^:^zu«^^ea^ i ' 

;Rr ipz ipied l-^a^irt;^:f jar,^di -sich 
■ bekanrifceri*^^^^^^ 
: v^e'riderT^? Cz-cBl^ii^ 

cTq t atee^M^^ ii;^k t e r ; oderi da'f#tisfe r> Re f i eici on ) . B ei son - 

^ sp^ktroskopie;. ' -.v;^^ t ''r^ / ■■; ' 

•Die: Auf nahme cies^ i 

-im-.Spektralbe^e.ic^^ Infrarots 
•zwischen 500 :; ^^nd,jA 00 O'- cm^.. Engere Spektra Ibe re iche auch . ' ; 

nahen^ :inErar.ot- '.zsw .4 000 Tund ■.1000.0 cm"v :Eiihren 

ebenf al 1 s : zia:: ^iner .erf .olgreiq^ Wenn zuvor si - 

che^rgep. te 11 tp:wu"r-d^ ,.^^daj3;; die Spektiren. :der .irif i'zi erten und . 
der,,.gesunden ;0ewebep ^ 
erfaStenfeSpektraib . . Es..-ha t,--k ich. ansbeson - 

dere; erw-^^^^ jtJn.ter'^" 
.schxe~de;:Vzwisch^n;wTSE und- :hic.ht.rCn,fd'.zder . ; • 

Geweben. zwischeri 'i^^^^ cm"^ ^ detektiert werden , 
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konnen und daS sich dieser Bereich daher bevorzugt fur 
die Diagnose eignet. 

. -Die Auswahl eines Oder mehrerer geeigneter Spektralberei- 
- Che kann z . B . " durch visueile .^^^ der iSpektren 

. (Auswahl der Bereiche mit den starksten und charakteri-. 
st.ischsten VeranderUngen im Vergleich zur Kontrollgruppe) 
Oder durch ein an sich : bekanntes • mult ivari.ates Verf ahren 
• zur; Seilektibn spektraller Mer " ~ 

;. Die physikalischeh MeSparameter,- wie spektfaie Auflosung 
Oder; Anzaiil der gernittel^ten.' Spektr^ konnen inner- 

halb :/i6r in der IR-Spektros^p^ ublichen .Bereiche vari- 
iert werden, /oh'ne sich -in; der' Praxis" als kritisch fuir.den 
Erfolg der Klassif izierung bzw: • der Diagnose zu erweiseh. 

;Wichtig bei der Festlegung- der .Parameter der Spektrenge- 
winnung sowie der Prpipenpraparat ion -ist, lediglich, c3aS " 
fur alle Messungen, insbes'ohdere .auch\ fiir die- Kontrol-1 - • 

.messungen an Gewebeproben nicht inf izierter Tiere > . iden- 

•tische' Parameter "gewahit-.-werden / ; 

Unabhangig yon der Wahl des mathemat isch- stat 
Verf ahrens-, . das f iir die. Klassiflzierung der - Spektren - her- 
angezogen. wird, hat , sich; die Unterziehung der ,'spektren : 
einer ■ vo'rherigen Auf bereitung als vorteilhaf t erwiesen . ■ 
■ In Frage kommeinde, :an sich ;bekannte Met hoden sind ,etwa - 
Berechn'urig der ersten . od^r zweiten Ableitiang, Spektreh- 
Dekonvplut ion Oder anderen Verfahreh. zur Erhohurig des 
spektraien Kontirastes; die eine Bandenerkerinung -erl.eich!- . 
tern uiid eirie Minimierung etwaig :vprliegender Basis- 
linienprobleme gestatten. Bei Vorliegeri groSer Probenzah- 
len hat sich uberdies. eine vorhergehende Datenreduktion, 
durch Methoden der mult ivariaten Stat istik wie z:B. der 
Faktoranaiyse .als hilfreich erwiesen . 

pie Durchfuhrung des Verfahrens erfordert eine einm'alige 
Erstellung einer Ref erenzspektrendatenbank . Hierfur wer- 
den Spektren Von Prpben aus - TSE- inf izierten Organismen 
und solche von Proben aus TSE-freien 'Individuen gemessen. 
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' ■ . Probenpraparat^ion uhd Sp werden hierfiir in 

. analpger • Weise; wie^'bei Vd'en •.unbekannten Proben durcHge;- 
f uhrt Erit^Gheidend^l^^ alie Parameter fur die.^Ref e-. 

renz^- ■ iind ;>rob^^ ' ■ 

-'■-"e'ines'^'derran' srch >bekannteri""Verf ah'rerf zur "Mustererken- : 
;, • ■ r^ung ^ v^beispi^^ : der / muit ivariaten 

'IQ.:'^;: • !S £ a t IS t "i k /Tkuns't lie hen -neuronal en. Net zen pder .g^ c fie fi'^ 

; . : : AlgpritKmerh^^ .wird;* cias; ;SpektrUm;-im,.Si 

. ;;;^ines: TSnjT.inf 1 ziert * 

'•klassif izierf . . ' \ /: --V" 

[:: . Fur;.: d ; 
. ■' ■{IS?: Wird die '•-Prpbe,!;;:^^^^ 

. . r^;. ■fe.r^a;g^ \- : ^n^deriii^i&tr^ " 

. . : : i^iengang^ eihes^t^^ . 
\.{.:{ .v' auf , 

■\ ': • i " . ■ ^waKil>w^dls:e^^ r^;R^#^ ' 

2 0 ^ . olgen i^Es^^rderf^^ 

b^&1&^:13:?ferS^ufe^ ^ ^Diet Chie'rb i^'^er r e iehter ^ Ort'S^ti f '16 - 

: 7 ^:^un^^^i^|^^ 

. * te' bestimmt. werderi/ . 

' . ^ . . . ;e ine's. Gbmput er - ge's t eii^e^^^ >^7y Ti'sches., der .• automat is ier - ; 

2 5 . tej ;Spektrenmessung.en'.^^ eines : beliebig best imifibaren , ■ 
•■^ Rasters 'mi t/ definiert^ . Schrittabstanden ermoglicht . Der • . 

.artige :x/y-Tische gehoren heute'. zur Standardausstattung . r . • 
■^.■v.m6derrler ^ik^ .[.■ {■■:■. ,'. " . • 

. . .* Ergebnis ,; eirier ortsauf gelpsteh Messung . (Mappihg) ist eine ,\ 

3 0' • • Inf rarotspektore'n edes 'ISplektrum.. einen Pixel ■■. 
. { auf >-dem Vf-iktiA/iert^ Ra :' 

v tiert .^f^Auf;.vdi-esev^Weise^3^ den ' 

/gewahl^'ten vA^^^^^ abdek- 
'ken; Die prtsspezif rsche.;lhf^^^ iibeii? 'die/ f^^ 

35: ; Ausbreitung^der TSE - im' Gewebe wird erh^lten, indem. jedes . 
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der Spektren "eines vMapping-Datensatzes. mit der Referenz- 
datenbank abgeglichen wird und sd entweder als gesund 

Oder.' inf izi^f t ; k wird. • 

Das folgenden -Beispiele sollen verdeut lichen, wie ZNS- 
Proben .Scrapie- inflzierter. Hamster von. denen gesunder 
; Kqntrpllt i^ erf indungsgemaSenLVerf aihrens - an- 

hand der kirankheitsspezif^^^ spektraleri Anderungen ih 

rer Intrarotspelctr^n dif 

Erwachsene weibliche 'Syrische Hamster (Mesocricetus aura 
tus) warden' mit. '^deni' Sd 263K (zuir Verfugung ge 

'stellt von. .iDr v.: .Richar^^^ intracerebral .-und in- * 

traperi toneal inf iziert . Im' terminalen Stadium der Kirank 
heit ( 70 - 12G''"Tage riach .'Inf ektion)/ wurden die Gehirhe die- 
ser Tiere' ,(S) und yon entsprechenden, nicht - inf iz ierten 
Kont roll t ieren/. (N^ • p6s t 'nior tem' ehtnommen /• wobei- korrer ' 
sporidierendeT Verglei'chspaare* von gleichem Alter wareh., 

'Fur die. Analyse, der vollhydrat isierten Gewebeproben war- 
den kleine- "Stucke (/ig-Mengen) der- nativ herauspraparier- 
teri' Medulla /Oblongata' Pons in, eine FT- IR Kuvette ge- 

geben, ; die mit CaFs-Fenstern und einer opt ischen Weglange 
von 8 )Lzm Schichtdicke ausgerastet war . ..Die Inf rarotspek- 
treh;.dieser Proben warden , in. einem FT-IR Spektrometer. in 
.Trknsrhissidn/J^^sorption gemes^en (spektrale Auf losang: 
4 cm Apodisation.:" Happ-Genzel; . Zahl der Scans : 128 , 
Zerofilling:- 4)\ Zwei- typische Spektren von S- and N- 
Gewebeproben ;sind in der Figar 2 im Spektralbereich zwi- 
schen 13 00 lind -iooO-.-cm'^. dargestellt, in dem' besonders 
promihente Unterschiede beobachtet warden konnen. Zur . 
besseren Visaalisierung der Banden sind die zweiten'Ab- 
leitungen: dargestellt:/ so daS. Bandenmaxima als Minima er- 
scheirien . 
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In Abwa'ndlung. der In' Beispiel .1 dargelegten Aus.fuhrungs- 
f ormv wuirden j eweils ^^^1 S-: und N-Proben,; die auf gleiche 
Weise :.wi'e . in Beispiel l erhalten jwurden/ in HjO homogeni- 

:^s:^^xt■'^W^o^ -ii?4:-iiguG^ - 

V p, 1 •i3de:a|&SA4^gen n^r^ ride nif a$i f i^eiiii e iifePG j-^ 1 - 

vr^t -i^ ir obi &n r /^'^'de r^::au c hi: unfi!M^ s ei m^on^-.rn ik ri^' -Pro- 

y 137/:. 69;-79;;;;Helm;^^ ^ 'MethV r-v'' 

..14- j^-rrllili ; Naumarih/ X i;9^8X:,i?z:ocX:\SPJ^ >:^» axis 

■ZriSe v^ufgebracht urid nach - den in'.der. ^L^^ 
^■bfeTienrrArtg^b ern^^ 

haLtenen Fi'lme : wurden • /in .Transmission ;^ und ei'-^; 

ner hierarchischen; Klass i f iz ie-rung -uriterzogen , . wobei' \ 

.zweite - ;Ablei;t:ung_eh ; d'er -Spe.^k 

s\r^en -la b 0-C. und^^i: 0/00; -trm" ^T^zoigirunde^g^ v^^iDas-.nach 

dern -so^gen^-nnt^ny^ si^AQ^gbirgi^ 
■^sde r ;'r K la1sj^^i^i|:i^^ i^S|3Kk|::r^ ri5gz;^;i gtl^gi ^^igg ■ ■ 

0i-e%^Sp.ek;t r e ri^:^^e i5:s,i?f^M^z;±j^^ s^-S^^So Oi^kipn^ h 

:pe: i^f^ktfN^pr^^ lM^0mk§p )Sfiepa 

■ri;e:rfe#w!e^ ; 



Beispiel '3 
In .Abwancilung;der ; in d^ Beipietien 

Ausf ijhrun'gsf ormeh--'^^ von ZNS-Prpberi von; N-r. /und ^S- : 

,Tieren>: : die wie oben v.eirlautert e'rhal ten wurden, 8 >tm- dik- : 
ke - Kry6d0nnsc.hn£t angef eft igt und m£t den an sich be - " y 
kahhten Verf ahreri des >FT- IR Mappings- (piem et • al . ( 199 9 ), 
Appl ^' Spectroscopy 53 : 148A-160A;L & Naumann (1998) 

rCell Vr. Mol \ 'Biol . ; ■^44 : '18 9-^2 02 ; -Choo- et^u al (a99;6 Bidphys . 
J. ' 7 1 : '::j:e7 2 ~i'6 7 9 )r- und^;der '^1 ngrarot bil.dgebung . ^Glialsch;. & • , 
^Naumann 'v(T998 ) r^Cell vc'^iVtol Biol..;' -4 4 :a,8^9'- 2^0 2 ;: .Lia:sGW^t';.al . 
(1.9 9 8 ) ■^;;PJgoc . : ?SPIE- >3;25 7 i )lS7r 1 ? 8 )r, .gem^^sen .-und , charakj::er i - 
siert. .. Es' wurden Spektren ;von ;1 , .5 . mm X-- 1; S . rrim. gfoSe 
Airealen in Schritten von 50 jim durch". eine\ 60 ptm Apeirtur ; 
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aufgenommen. Die von S- lind N-Prpben erhaltenen Spektreh 
wurden danh jeweils . zunachst getrennt einer hierarchi- 
schen Klassifizierung unter.z.ogen,. um eihe Dif f erenzierung 
der. fiir verschiedene Hirnstrukturen typischen Spektren zu 
erziel'en. . Figur 4A zeigt e fiir dessen Be- 

rechnung nach Datenkompression mittels' Hauptkomponent^n- * 
anaiyse die ersten drei Hauptkbmponenten zwischen 1450 

-und , 950 cm"^ (ca 50G-Datenpunkte)- benutzt* wurden ; Die ' * 
vier Hauptklasseh konnen denvier histologisch def inier- 
ten cerebellaren Struktur en Stratum' mdl'ecula're, ; Stratum ' 

\ ganglionare , Stratum granulosum \ind Substantia alba zuge- 
ordnet werden ..-. Daruber- hinaus .kqnnten insgesarnt " neun' 
spektrale Klassen separiert .werden (nutneri'ert : 1- 9) , die 
bestimmten Sub'strukturen inneirhalb des: Cerebellums ent- \" 

.sprechen , ■ Aus Gruriden *der:-ybe.r^^ ; is> in Figur . 

.4A nor jedes dritte.Spektrum'des insgesarnt -9 
enthaltenen Mapping Datensatzes, dar^estellt..,;; ';^^ 

AnschlieSend- wurden Spektreh" einander . entsprechender; 
^pektraler klassen, (z ..B'.- ; Klasse .2 ■ der;' Spektreri von; Stra-/. 
turn moleculkre. = graue Subs tanz .des. Klei'nhirns) .der N-^ 
und der S-Eroben miteinander verglichen.. Im oberen Teil 
von • Figiif 4B (a) sind vektornormierte* zweite; -T^ 
vbn Splsktren yon, Proben Scrapie^ infizierter^^T • 
(gestrichelte Linien) . solchen" von gesunden Tiereri- " 
(durchgezogene Linien)." gegeniibergestellt ' im unteren Teil 
(b) sihd die Dif ferenzspektren ' zwischen vektornormierteri 
S- und N-Spektren • aus.:a) f ur die j eweiligen Gewebestruk- . 
turen dargestell.t .• Alle f ur diesen ' Vergleich verwendeten 
Spektren sind Mittelwerte von Spektren" einer Spektren- 
klasse (s. Figur 4A) . Sie sind mit dem Namen ihrer cere- 
bellaren Schicht und der Nummer ihrer spektralen Klasse 
gekennzeichnet ; Die fur, die einzelneh Gewebeklassen beob- 
achteteri cHarakteristischen spektralen Unterschiede eig- 
nen -.sich . f ur eine -sichere'. Diagnose des krankheitsassozir ; 
ierten- Pathogeneseprozesses ; *' * ■ 
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IBtlegexemplar] 

■Pat'ent.anspruche' . ' wca..o.,f waiQen| 



1 V,. ^ 

- : -werdenv^rdadurbK -geJ^ . ^^^^^.^ . , ^ , . . . . . -. 

. (a ).• ; Inf i-aro ein^ kiarch TSE pa^^ ^ 

r^^eraiKler^t^ urid. die' 'ftiStSlei ' 

i:' - :I)tif rarot spekt ren . mit einer^ Ref ej^ ^ 

\ von . TSE -' : • ' ' v • . ■ : 



3 • -. Verf ahren der Anspruche ' 1 .-und ■ 2 ' . v 

: ■;;;?^^^^#9^^^"^2e inf rarotspektruni/^^s^' ' 

v-> y ;eiiier\;pdfer:vnvehrereh;- Regionen- cies V. ; ; 
-V:; ' SOO 'bis' 4.000-.cm''' :oder.^ >v - '^^^^"-^ 

: 4 ; , Ver.f ahren.^ nachr mindes tens einem det Anspruche 1 bis 3 ,'■ 

. ■ ■■■ \: ■ ^^^^^^i^^^^^m^^i^^^ des ■ ■■ 

y^, i -Gewe^^ spekt:rareii.^.-B^^^^ iOOO bis 13.00 cm:^ . : 
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■ ,des mittleren inf rarots . erf aSt wird, 

5. Verf^hren nach m eihem der Anspruche 1 bis. 4 

dadurch";gekennzeichnet / daS die /Wechselwirkung cJeir In 
f rafotstrahi^^^ urid die Detektion der' 

cha^akteristisch. veranderten Strahl.ung in einer. Trans 
. missions/Absorptionsarlordnung, einer Anordnung zur 
\ Mes:sung>der rab^ "TotaTref lexipn/ einef^ An- " • 

ordnuhg zur^, Messung der direkten oder .dif f usen Reflis- 
' xiqn Oder 'm^^^^ . 

6 . r Verf ahren .nach^'^.m einem der Anspruche I '-bi's 5, 

; • dadurch gekennzei.chrietV, d^ des - Infra'-! 

. rotspektrums 'der; zia untersuchenden Probe mit , den'/.In- \: 
. f rarotspektreW^^ mittels einer " 

Oder mehrerer Methoden der Mustererkennuhg, .. vorzugs- 
: weise mittels. vAlgorit^h^ Statistik 
/ bder kuns.tlicher neuronaler Netze , erfblgt/ wobei die. 
•dem Vergleich zugrundeliegenden spektralen Bereiche- 
Thit^yerf ah'ren optimaier spektralei: . 

' / "-.Merkma^'l ; genetrschen Algorithmen , ermittelt 

werdeii'.-" U-'' '"\ ■ ■'' • *. ■;' ' . "•- 

7. Verfahren nach;,mindestens einem der^ Anspruche 1 bis "6, 
dadurch gekenhzeichnet/..^ die Messung des Infra- 
ro'tsp^kt rums mit einer infrarotmikroskppischen MeS- 
anordnung an einem" Gewebedurinschnitt in' Transmission 

' . Oder in direkter "Ref lexion ' durchgefuhrt^. w 

8. Verfahren nach Anspruch. 7, dadurch gekennzeichnet , daS 
ortsauf gelost , /d,;h.. in Abharigigkeit von der Gewebe- 
steiie/ ari'welcher der Inf rarotstrahl durch die Probe 
geleitet wird,. Irifrarbtspektren gemessen werden. 
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; 9 • :;verf ahreiT^nach jnindesten^^^^ Anspruche 7 uhd S 

, : . ...dadurch g^k^rinzeichn ; dalS ■ j edes. der , ortsabhangig re- 
,. ; ^ ga.striert^^ ,Inf rarotspektren. rrvit -der' Ref erenzdatenbank 
: . ••^^^^^^^:'?^^"-.^i^d-;HJ^^V Inf ormatio- ' 



10 




■ nicht-inf^^i;ert , ; 

.•^:;.Stry]<tui-en-'4ntha^ ' " '" 




RKOl 6001. DOC 



gur:i; 



Dart rvoni geaixj^n werden 



Eirstellung einer 
Referenzda tei ' 



Messung und Identifizierung 
emer unbekajpinten Probe : 



1 beka^ Klassenzugehdfigk^ 






Z^' ■ ..Ei3teUimg-,em "v-^ *^"' ' 
^ : Korrelationsmatri^ 






: Selektion der spektfaleh^M^ 
Eirarb^tung eines st^tistischenM^ 

. \- '■; ' -' r:f -.- •od^r; z;B • ' • v-. *; - ;V •/'"•■i 
Training eines neuronal^ ■ _ 







IR-Messung der unbekannten Proben 



' Erstellung einer 
Korrelationsmatrix 



Festlegung der optimierten Paranieter 




Korr^lation niit statistischem Modell 
bzw. Abgleich mit heuronalerii Netz 




Heterogenitat 




Figur 3 



Lb 



ur 4A 



^;^Hetei;ogenitat 



fcvoo .^-^ n\e> r^^^^ '^t^ 
\ I i i I i ! U I Ul. 




1 1 1 1 1 r 



^Stratum 
. ganglionare 



Stratum 
moleculare 



Stratum 
;granulosum 



Substantia alba 




¥ Figiir 4B 




1 a.u. . Ny/ ■ \ 


A Strkum jgranulosum (4) 
/ Stxatum moleculare (2) 

^Substantia alba (8) ^'\J ^ 


!i!v> ^ 1; ' - :^ :Subst^ alba;(8) V 





: 1300 : : ' 1250 / >:i2pQ -i: { 1150 ; /HOO 



a 



y 1050 



1000 



Wellenzahl (cm' ) 
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